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En la busqueda de marcadores serologicos de daiio miocardico activo en la enfermedad de Cha-
gas cronica describimos anticuerpos contra la region carboxi terminal de las proteinas ribosoma-
les P de Trypanosoma cruzi en pacientes con evidencias histologicas de miocarditis. Los epitopes
B y el efecto funcional de esos anticuerpos eran desconocidos. En este estudio realizamos el
mapeo epitopico de los anticuerpos anti-P de 225 pacientes con enfermedad de Chagas cronica y
de 12 pacientes con lupus eritematoso sistemico y evaluamos su efecto funcional. Los anticuer-
pos anti-P de pacientes chagasicos mostraron una marcada preferencia por las proteinas riboso-
males P1 y P2 del parasito y el peptido de la region carboxi terminal correspondiente, R13
(EEEDDDMGFGLFD). En cambio los anticuerpos anti-P de pacientes con lupus eritematoso
sistemico reaccionaron en igual grado con las proteinas ribosomales P humanas y del parasito y
con los peptidos de la region carboxi terminal respectivos: H13 (EESDDDMGFGLFD) y R13. La
constante de afinidad para los anticuerpos anti-P inmunopurificados de pacientes con enferme-
dad de Chagas cronica estimada por biosensores fue cinco veces mayor para R13 que para H13.
Estos peptidos presentan una region polianionica homologa a otro epitope B (POP: AESEE) de la
region carboxi terminal de la proteina ribosomal PO de Trypanosoma cruzi. POP genera anticuer-
pos que reaccionan en forma cruzada con la secuencia AESEE de la segunda asa extracelular
(YH26R) del receptor (31 adrenergico. Por inhibiciones inmunoenzimaticas se demostro que los
anticuerpos anti-R13 de los pacientes con enfermedad de Chagas cronica reconocen la porcion
acidica, homologa a POP, de los peptidos H13 y H26R. Los anticuerpos purificados anti-R13 de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica desarrollaron un efecto cronotropico positivo en
cultivo de cardiomiocitos, similar al de los anticuerpos anti-(31. Dicho efecto puede ser inhibido
por los peptidos R13, POP y H26R y por el bisoprolol. Por el contrario, los autoanticuerpos anti-P
de pacientes con lupus eritematoso sistemico carecieron de actividad funcional. Los anticuerpos
anti-P, a traves de su efecto estimulante adrenergico, podrian participar en la patogenia de algu-
nas manifestaciones de la cardiomiopatia chagasica cronica, en particular en las arritmias ventri-
culares, tan comunes en esta enfermedad. REV ARGENT CARDIOL 1998; 66 (2):127-137.

Palabras clave Cardiomiopatfa chagasica cronica - Receptores (31 adrenergicos - Protefnas ribosomales P -
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La cardiomiopatia chagasica es la manifestacion mas (bloqueo de rama derecha, hemibloqueo anterior yfrecuente y severa de la infeccion por Trypanosoma su asociacion), disfuncion sinusal y arritmias ven-cruzi. En esencia es una cardiomiopatia dilatada con triculares complejas. (1, 2) Las causas de mortalidadvarias caracteristicas peculiares, que incluyen una predominantes en la poblacion chagasica son la in-prevalencia elevada de bloqueos intraventriculares

	

suficiencia cardfaca y las arritmias ventriculares ma-
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lignas (taquicardia y fibrilacion ventricular). (2) El
examen histologico del miocardio muestra infiltra-
dos inflamatorios de celulas mononucleares, dano y
destruccion de las celulas miocardicas y fibrosis. (1)
El parasito rara vez es detectado en las lesiones mio-
cardicas chagasicas; (1) sin embargo, las tecnicas de
amplificacion del material genomico del parasito
(PCR) (3,4) y las tecnicas inmunohistoquimicas per-
miten demostrar la presencia de acido desoxirribo-
nucleico y proteinas parasitarias muy proximas a los
focos inflamatorios, lo que implica que en esos fo-
cos existe una ruptura activa y eficiente del parasi-
to. Estos hallazgos sugieren que la presencia del pa-
rasito en las celulas miocardicas es el estimulo pri-
mario para la perpetuacion de los mecanismos que
generan las lesiones miocardicas chagasicas y el res-
ponsable de la respuesta inmune antiparasitaria in-
crementada. (6)

En nuestra busqueda de marcadores serologicos
de dano miocardico activo en pacientes con infec-
cion chagasica cronica pudimos demostrar que el
suero de aquellos que presentan cardiomiopatia
manifiesta reconoce de manera predominante, en-
tre otros determinantes antigenicos, las regiones C-
terminales de las proteinas ribosomales P del Trypa-
nosoma cruzi. (7-9) En las proteinas ribosomales P del
parasito se describieron dos epitopes. El primero esta
localizado en el peptido R-13, EEEDDDMGFGLFD,
el principal epitope lineal de las proteinas riboso-
males de bajo peso molecular P1 y P2. (8, 9) El se-
gundo, definido por el peptido AESEE, denomina-
do POP, esta ubicado en el extremo C-terminal de
TcPO, la proteina ribosomal PO parasitaria de 34 kDa.
(10, 11) Ambas secuencias peptidicas poseen segmen-
tos de aminoacidos con cargas negativas que pue-
den contribuir a su antigenicidad y a su capacidad
para inducir anticuerpos con actividad funcional
dirigidos contra receptores de la membrana de las
celulas miocardicas. (5, 12) Ello concuerda con el he-
cho de que la reactividad cruzada entre la proteina
ribosomal TcPO y el receptor (31 adrenergico depen-
de del pentapeptido POP. (11)

Los sueros de pacientes con cardiomiopatia cro-
nica chagasica y miocarditis activa, en muestras del
miocardio ventricular obtenidas por biopsia, presen-
tan niveles de anticuerpos anti-R13 significativamen-
te mas altos que los sueros de pacientes sin eviden-
cias histologicas de miocarditis. (13, 14) Sin embar-
go, la relevancia patogenica de la respuesta anti-R13
y la naturaleza del estimulo antigenico que la de-
sencadena son desconocidas. Bestetti (15) sugirio que
la respuesta anti-R13 es el resultado de una reaccion
autoinmune contra autoantigenos ribosomales P
provenientes del tejido miocardico lesionado. Ello
concuerda con las siguientes observaciones: 1) el
extremo C-terminal de la protelna ribosomal P hu-

mana es homologo al peptido R13 del Trypanosoma
cruzi y puede inducir respuestas autoinmunes, como
ocurre con los autoanticuerpos anti-P en el lupus
eritematoso sistemico; (16) 2) los anticuerpos anti-P
en la cardiomiopatia chagasica cronica y el lupus eri-
tematoso sistemico tienen la misma especificidad,
definida por los 13 aminoacidos C-terminales de las
proteinas ribosomales P del parasito y el hospedero
humano. (8)

El objetivo de este estudio fue determinar silos
anticuerpos anti-P inducidos en la cardiomiopatia
chagasica cronica, y que reconocen la secuencia C-
terminal R13, son autoanticuerpos dirigidos contra
las proteinas P humanas, similares a los que se de-
tectan en el lupus eritematoso sistemico, o anticuer-
pos dirigidos contra las proteinas ribosomales P del
Trypanosoma cruzi. Por otra parte, como el extremo
C-terminal de las proteinas ribosomales P posee un
segmento de aminoacidos homologo al epitope ex-
tracelular acido del receptor 131 adrenergico (penta-
peptido AESDE) y al peptido POP, (11) se estudio si
los anticuerpos inducidos por esta porcion de las pro-
teinas ribosomales pueden ejercer efectos funciona-
les sobre las celulas miocardicas. Para cumplir con
los objetivos mencionados comparamos la especifi-
cidad y la reactividad cruzada de los anticuerpos
anti-P de pacientes con cardiomiopatia chagasica
cronica y lupus eritematoso sistemico con el recep-
tor (31 adrenergico.

Nuestros resultados indican que los anticuerpos
dirigidos contra el antigen R13 inducen efectos fun-
cionales sobre el miocardio, a traves de los cuales
podrian participar en la patogenia de las manifesta-
ciones clinicas mas relevantes de la cardiomiopatia
chagasica cronica.

MATERIAL Y METODO

Pacientes
Se estudiaron los sueros provenientes de 15 pacien-

tes con cardiomiopatia chagasica cronica, de 6 pacien-
tes con lupus eritematoso sistemico anti-P positivos,
de 4 pacientes con leishmaniasis y de 14 controles (4
pacientes con cardiomiopatia dilatada idiopatica y 10
individuos sanos). Todos los pacientes con cardiomio-
patia cronica chagasica provenian de la region no-
roeste de la Republica Argentina y fueron evaluados
clinicamente mediante un examen clinico y cardio-
vascular, un electrocardiograma en reposo, una prue-
ba ergometrica graduada, un ecocardiograma bidi-
mensional y un registro electrocardiografico ambula-
torio de 24 horas con sistema Holter.

Protefnas recombinantes
Los fragmentos de acido desoxirribonucleico que

codifican para las proteinas ribosomales P del Try-
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panosoma cruzi, TcP1 (17) y TcP2J3, (18) y las protei-
nas ribosomales P humanas HuP1 y HuP2, (19) fue-
ron amplificados por PCR utilizando los oligonucleo-
tidos correspondientes y los clones 2 gTll origina-
les como moldes. Los productos de la PCR fueron
subclonados en el vector de expresion pMal-c2 (New
England Biolab). La expresion y la purificacion por
afinidad de las proteinas recombinantes fueron rea-
lizadas como se describio en una publicaci6n pre-
via. (20)

Peptidos sinteticos
Los peptidos fueron preparados por el metodo de

Merrifield de fase solida, segun la descripcion de
Muller y colaboradores, (21) con un multisintetizador
semiautomatico NPS 4000 (Neosystem, Strasbourg,
Francia). Los peptidos crudos fueron purificados por
cromatografia liquida preparativa. Los peptidos sinteticos
R13 (EEEDDDMGFGLFD), R11(EDDDMGEGLFD) e lE
(EEEDDDMG) fueron derivados de la region C-termi-
nal de las proteinas ribosomales P1 y P2 delTrypanoso-
ma cruzi (9) y los peptidos H13 (EESDDDDMGFGLFD),
H11(SDDDMGFGLFD) e IS (EESDDDMG), de las pro-
teinas P ribosomales de mamfferos. (16) Los peptidos
C10 (DDDMGFGLFD) y C7 (MGFGLFD) correspon-
dieron a una secuencia de consenso de la familia de la
proteina ribosomal P. (9) El peptido POP (AESEE) fue
derivado de la terminacion C de la proteina PO (11)yel
peptido H26R (HWWRAESDEARRCYNDPKCCDFVT
NR) de la segunda asa extracelular del receptor (31 a-
drenergico humano. (22) En los inmunoensayos en-
zimaticos se utilizo como control el peptido TMVP
(AEAALUKMALMKV), derivado de la proteina de
superficie del virus mosaico del tabaco.

Conjugacion de los peptidos
Los peptidos fueron acoplados a BSA con

glutaraldehido en una relacion molar 1:30. (23) Es-
tos productos fueron evaluados mediante cromato-
grafia lfquida analitica de alta presion y el analisis
de los aminoacidos fue utilizado para calcular la re-
lacibn molar peptido/BSA.

Inmunoensayo enzimatico con proteinas de
fusion y peptidos sinteticos

El inmunoensayo enzimatico fue realizado como
se describio en una publicacion previa. (8) Placas de
poliestireno, de 96 pocillos, fueron cubiertas con 50
ul de proteina recombinante (20 ug/ml) o de
peptidos conjugados (4 uM) en 0,05 M de tampon
bicarbonato-carbonato (pH 9,6). Las densidades op-
ticas (OD) fueron leidas a 415 nm. En los experimen-
tos de inhibicion los sueros fueron incubados inicial-
mente, por dos horas, a 37°C con cantidades crecien-
tes de peptidos. Los resultados fueron expresados
como porcentajes de inhibicion.

Purificacion de los anticuerpos
Para purificar por afinidad los anticuerpos anti-

R13, anti-H13 y anti-H26R se utilizo una resina Act-
Ultragel ACA 22 (Sepracor, Villanueva La Garenne,
Francia) acoplada al peptido correspondiente. Dos
ml de resina unida a 1 mg del peptido fueron incu-
bados durante toda la noche a 4°C con 200 ul de sue-
ro. La columna fue lavada con 20 ml de cloruro de
sodio, 150 mM/fosfato de sodio, 12 mM, pH 7,4
(PBS) antes de eluirlo con un tampon de glicina 0,2
M (pH 2,8). El volumen de eluci6n (500 uL) fue neu-
tralizado en forma directa con 100 uL de tampon Tris
1M (pH 8,0). La especificidad de los anticuerpos pu-
rificados fue evaluada por el metodo descripto por
Levitus y colaboradores (19) y Tate y colaboradores.
(24) Antes de ser usados para las pruebas los anti-
cuerpos funcionales fueron dializados contra PBS.

Inmovilizacion de los anticuerpos purificados en
la superficie del sensor

El sistema BlAcore y los reactivos para los analisis
de interaccion fueron obtenidos de BIAcore (Uppsala,
Suecia). (25) La inmovilizacion de ligandos en la ma-
triz de dextrano carboxilado fue realizada mediante
los procedimientos estandar. La matriz carboxilada
fue primero activada con 30 ul de una mezcla de
clorhidrato de N-etil-N1- [(3-di-metil amino) propil]
carbodimida (EDC) y N-hidroxisuccimida (NHS) en
proporci6n 1:1. (25) La inmovilizacion de los anticuer-
pos (100 ul a una concentracion de 100 ug/ml) fue
realizada a un flujo de 5 ul/minuto en tampon acetato
10 mM (pH 5,0). Los esteres NHS remanentes fueron
bloqueados por inyecci6n de 35 ul de clorhidrato de
etalonamina 1M (pH 8,5). Las moleculas inmoviliza-
das en forma no covalente fueron extraidas por lava-
do de la superficie con 15 ul de NaOH 100 mM. Final-
mente, la matriz fue lavada con tampon 100 uL de
HBS (10 mM Hepes/0,15 M NaCl/3,4 mM EDTA/
0,05% surfactante P20; pH 7,4).

Mediciones en el BlAcore
Peptidos conjugados (500 ug/ml) diluidos en tam-

pon HBS fueron sometidos a interacci6n con los anti-
cuerpos adheridos a la matriz mediante el pasaje de
los peptidos sobre el sensor, a un flujo de 5 ul/minuto.

Pruebas funcionales
Los efectos cronotropicos de los anticuerpos

inmunopurificados fueron evaluados en cultivos de
cardiomiocitos de ratas recien nacidas que laten en
forma espontanea. Para disociar las celulas del co-
razon de ratas Wistar se utilizo una solucion de
tripsina y colagenasa. Los cardiomiocitos fueron
cultivados por 4 dfas a 37°C en una atmosfera con
5% de CO2 como monocapas medio en DMEM/F-
12 (Life Technologies Gaithersburg) conteniendo 5%
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de suero fetal bovino. La frecuencia de latidos en
condiciones basales, que se midio en 10 campos di-
ferentes a 37°C en una platina termostatizada de un
microscopio invertido, fue 120 ± 24 latidos por mi-
nuto. La frecuencia de latidos fue medida nuevamen-
te una hora despues de incubar el cultivo con anti-
cuerpos inmunopurificados (dilucion 1:50) y des-
pues del agregado de bisoprolol (1 uM) o de los
peptidos R13, POP o H26R (30 uM).

Analisis estadfstico
El promedio y las desviaciones estandar de las

densidades opticas obtenidas en el inmunoensayo
enzimatico fueron calculadas mediante el programa
Statistica for Windows (Version 4.2; StatSoft). Las li-
neas de corte fueron definidas como el promedio ±
2 desvios estandar de las densidades opticas 415 nm
de los sueros de 10 individuos sanos. La significa-
cion estadistica de los resultados, comparando los
sueros de los diferentes grupos, fue evaluada me-
diante el modulo ANOVA del mismo programa. La
significacion estadistica de los cambios en la frecuen-
cia de latidos de los cardiomiocitos fue evaluada con
una prueba de t de Student para datos apareados.
Todos los datos corresponden al promedio de por lo
menos tres mediciones.

RESULTADOS

Especificidad de los anticuerpos anti-P induci-
dos en la cardiomiopatia cronica chagasica y el
lupus eritematoso sistemico

Para comparar la especificidad de los anticuer-
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pos anti-P presentes en la cardiomiopatia cronica
chagasica y el lupus eritematoso sistemico, los sue-
ros de estos dos grupos de pacientes fueron estudia-
dos por inmunoensayo enzimatico contra un panel
de 4 proteinas ribosomales P recombinantes y 6 pep-
tidos sinteticos. Los recombinantes fueron deriva-
dos de proteinas ribosomales P de Trypanosoina cruzi
y humanas (TcPTcP1/TcP2f y HuP1/HuP2, respec-
tivamente), mientras que los peptidos sinteticos co-
rrespondieron a la porcion C-terminal de las protei-
nas P ribosomales del parasito (R13 y R11), las pro-
teinas humanas P ribosomales (H13 y H11), y la re-
gion que es comun a ambos (CIO y C7). La Figura
1A muestra la reactividad de diferentes sueros con
las proteinas recombinantes. En los pacientes con
cardiomiopatia cronica chagasica los niveles de an-
ticuerpos contra los recombinantes de Trypanosoina
cruzi fueron significativamente mayores que contra
las proteinas humanas (P < 0,005), mientras que los
sueros de los pacientes con lupus eritematoso siste-
mico se unieron de manera similar a los 4 recombi-
nantes. En cambio, los sueros de pacientes con leish-
maniasis o cardiomiopatia dilatada idiopatica no
reaccionaron con ninguna de las proteinas. La Figu-
ra 1B muestra la especificidad del perfil anti-P de
los sueros chagasicos y lupicos. Los primeros reac-
cionaron en forma predominante con los peptidos
R13 y R11 y la union a los peptidos H13 y H11 fue
mayor que la union a los peptidos CIO y C7. En con-
traste, los autoanticuerpos anti-P lupicos mostraron
una union similar a los peptidos H13 y R13 y tam-
bien se unieron fuertemente al peptido C7.

La especificidad de las reacciones anti-P en am-

Peptidos
- R13

R11
H 13
H11

= C10
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Fig. 1. Reactividad de sueros de pacientes
con diferentes enfermedades contra proteI-
nas ribosomales P recombinantes y los pep-
tidos C-terminales correspondientes, me-
dida por inmunoensayo enzimatico. Los
sueros de 15 pacientes con cardiomiopatia
cronica chagasica (cChHD), de 6 pacientes
con lupus eritematoso sistemico (SLE), de
4 pacientes con leishmaniasis (Leish) y de
4 pacientes con cardiomiopatia dilatada
idiopatica (CDI) fueron probados contra
(A) proteins recombinantes derivadas del
Trypanosoma cruzi (TcP1 y TcP2p) y huma-
nas (HuP1 y HuP2) y (B) los peptidos R13,
R11, H13, H11, C10 y C7. Se empleo una
dilucion 1:400. *: Indica la existencia de
diferencias significativas (p < 0,01) entre
los niveles de anticuerpos contra TcP1 y
TcP21 comparados con los niveles de anti-
cuerpos contra HuP2; y entre los niveles
de anticuerpos anti R13 y R11 comparados
con H13. Las flechas indican la linea de
corte, definida como el promedio de las
densidades opticas ± 2 desvios estandar de
10 controles sanos.
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bas enfermedades fue verificada por experimentos
de inhibicion. Se analizo la capacidad de los peptidos
C7, C10, H11, H13, R11 y R13 para inhibir la union
de los anticuerpos anti-P al peptido R13 de dos sue-
ros chagasicos y de dos sueros lupicos (Figura 2, A y
B). Los resultados de las pruebas de inhibicion con-
firmaron los de las pruebas de union directa e indi-
caron que la infeccion cronica chagasica no induce
una respuesta autoinmune anti-P tipica, sino que
origina una respuesta anti-P caracteristica de la
infeccion, expresada por los niveles elevados de
anticuerpos contra el extremo C-terminal de la pro-
tefna del parasito, incluyendo R13 y R11 y por un
reconocimiento debil de las contrapartes humanas.

Los hallazgos mencionados tambien sugieren que
el segmento de residuos acidos, EEEDDD, y en par-
ticular el tercer residuo Glu del peptido R13, puede
contribuir a la especificidad del perfil de anticuer-
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Fig. 2. Inhibici6n de la union de los anti-
cuerpos anti-P al peptido R13 mediante
peptidos sinteticos. Los resultados se ex-
presan como el promedio ± el desvfo es-
tandar del porcentaje de inhibici6n obte-
nido con cantidades crecientes de peptidos,
segun se indica en la figura. cChHD corres-
ponde a la inhibici6n de la actividad anti-
P de dos sueros de pacientes con cardio-
miopatfa cr6nica chagasica; SLE a la inhi-
bici6n de la actividad anti-P de sueros de
pacientes con lupus eritematoso sistemi-
co. La diluci6n de suero fue 1:400.

pos en la infeccion cronica chagasica. Para estable-
cer si un epitope definido se hallaba ubicado dentro
del segmento de los residuos acidos se preincubaron
los sueros con peptidos internos derivados de R13 y
H13 (peptidos IE e IS, respectivamente) y se estudio
su reactividad anti-R13 por inmunoensayo enzima-
tico (Figura 2, C y D). Ambos peptidos (IE e IS)
inhibieron en forma parcial la actividad anti-P de
los sueros chagasicos, inhibicion que no aument6 por
el agregado del peptido C7. Las reactividades anti-
P de los sueros lupicos fueron inhibidas en forma
casi total por el peptido C7, pero no por los pepti-
dos internos IE e IS (Figura 2 D). En marcado con-
traste, los anticuerpos anti-P inducidos por el Trypa-
nosome cruzi requirieron la secuencia R13 completa
para lograr una union maxima. Dentro de la secuen-
cia R13 el tercer residuo glutamico (Glu-3) y el moti-
vo terminal FGLFD tienen especial importancia para
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la antigenicidad, ya que la delecion de los 5 residuos
C- terminales o la sustitucion de Glu-3 en el peptido
R13 redujo su reconocimiento en igual medida. Ello
es evidente por la inhibicion equivalente de la reac-
tividad anti-P lograda por H13, H11, IE e IS (Figura
2, A y C).

Propiedades moleculares y bioqufmicas de los
anticuerpos anti-P

El analisis de las reactividades anti-P en ambas
enfermedades, cardiomiopatfa cronica chagasica y
lupus eritematoso sistemico, nos llevo a investigar
el reconocimiento de los anticuerpos anti-P por los
peptidos homologos y heterologos. Los anticuerpos
de dos pacientes chagasicos que reaccionaron con
R13 y H13 fueron purificados por afinidad y su union
a los diferentes peptidos fue medida y comparada
con anticuerpos inmunopurificados en identicas con-
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anti-H 13 SLE

CO CO i- CD
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Fig. 3. Reactividad de los anticuerpos pu-
rificados por afinidad con protefnas recom-
binantes y peptidos sinteticos, medida por
inmunoensayo enzimatico. Anti-R13
cChHD y anti-H13 cChHD corresponden
a los anticuerpos inmunopurificados anti-
R13 y anti-H13 de un paciente con cardio-
miopatfa cronica chagasica; anti-R13 SLE
y anti-H13 SLE a la inmunopurificacion
equivalente a partir del suero de un pacien-
te con lupus eritematoso sistemico. Los an-
ticuerpos fueron utilizados a una dilucion
1:4. Los valores de densidades opticas (pro-
medic, ± desvfo estandar) corresponden a
tres mediciones independientes. *: Indica
la diferencia significativa observada para
los anticuerpos obtenidos del paciente cha-
gasico, que reaccionaron con mucha ma-
yor intensidad (p < 0,01) contra TcP2(3, R13
y R11 que contra HuP2 y H13.

diciones a partir del suero de dos pacientes lupicos.
La Figura 3 muestra la union de los anticuerpos
inmunopurificados de un suero chagasico (Figura
3, A y C) y de un suero lupico (Figura 3, B y D). Los
resultados indican que en ambas enfermedades los
anticuerpos purificados reproducen el perfil de reac-
tividad del suero total.

Los anticuerpos anti-P chagasicos purificados en
columnas de afinidad R13 y H13 presentan la tipica
respuesta anti-P para la infeccion cronica chagasica,
con alta afinidad por R13 y baja afinidad por H13
(Figura 3, A y C). En contraste, los autoanticuerpos
anti-P lupicos purificados en las mismas columnas
reaccionaron de manera similar con los peptidos
homologo y heterologo (Figura 3, B y D).

Las mediciones en el sistema BlAcore fueron uti-
lizadas para confirmar la naturaleza de la union de
los anticuerpos anti-P chagasicos a los peptidos R13
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Fig. 4. Mediciones por BlAcore de la union de los peptidos R13 y
H13 a anticuerpos anti-P chagasicos inmovilizados y purifica-
dos en columnas de afinidad R13. Las unidades de resonancia
fueron convertidas en porcentajes de anticuerpos unidos. •: In-
teraccion entre anticuerpos purificados y peptidos R13. °: Inte-
raccion entre anticuerpos purificados y H13.

y H13. Los anticuerpos anti-P fueron inmovilizados
en el sensory se analizo la union de los peptidos. La
Figura 4 muestra que los anticuerpos purificados en

I
r

la columna de afinidad R13 tuvieron constantes de
disociacion promedio de 2,101 seg 1 y 1,10-3 seg-1 para
los peptidos R13 y H13, respectivamente. Como es
improbable que las constantes de asociacion de am-
bos peptidos difieran en forma significativa, la cons-
tante de afinidad en equilibrio de los anticuerpos para
R13 es casi 5 veces mayor que para H13.

Tornados en conjunto, estos resultados sugieren
que el blanco original del anticuerpo es el peptido
ribosomal parasitario. El reconocimiento de H13
por los anticuerpos anti-P chagasicos pudo ser in-
hibido por los peptidos que contenian secuencias
con cargas negativas, como IE, POP y H26R (que
comprende la segunda asa extracelular del receptor
31 adrenergico), incluyendo el pentapeptido cros-
reactivo AESDE. (11) Concuerda con ello el hecho
de que los peptidos H26R, POP y H13 inhiben de
manera similar la union de los anticuerpos anti-P
chagasicos purificados al peptido R13 (Figura 5A).
Sin embargo, los peptidos R13 y POP no inhiben la
union de los anticuerpos anti-P lupicos al peptido
R13 (Figura 5B).

Actividad funcional de los anticuerpos anti-P
chagasicos

El reconocimiento de epitopes funcionales del re-
ceptor (31 adrenergico por los anticuerpos anti-P cha-
gasicos fue estudiado en cultivos de cardiomiocitos
de rata recien nacida. Este sistema ha sido utilizado
para evaluar el efecto cronotropico de los anticuer-
pos antirreceptores (3 adrenergicos en la enfermedad
de Chagas, la cardiomiopatia dilatada idiopatica y la
miocarditis aguda. (11, 12, 26, 27) La actividad fun-

Fig. 5. Inhibici6n de la union al peptido R13
de los anticuerpos (Ac) anti-P chagasicos
(anti-R13 cChHD) y lupicos (anti-R13 SLE),
purificados en columnas de afinidad R13,
por otros peptidos sinteticos. Los resulta-
dos fueron expresados como el promedio
± el desvio estandar de los porcentajes de
inhibicion con cantidades crecientes de los
peptidos. Los anticuerpos fueron utiliza-
dos a una diluci6n 1:4.
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cional de los anticuerpos anti-P chagasicos purifica-
dos en columnas R13 fue comparada con la de los
anticuerpos antirreceptor (31 adrenergico del mismo
paciente purificados en columnas H26R y con autoan-
ticuerpos anti-P lttpicos purificados por afinidad.

Los anticuerpos anti-P chagasicos ejercieron un
efecto cronotropico positivo similar al de los anti-
cuerpos antirreceptor (31 adrenergico del mismo pa-
ciente. La Figura 6 ilustra el aumento de la frecuen-
cia de latidos de los cardiomiocitos despues de la
incubation con los anticuerpos anti-P de los pacien-
tes chagasicos y con los anticuerpos antirreceptor (31
adrenergico. Este efecto cronotropico fue antagoni-
zado por el bisoprolol, un bloqueante especifico del
receptor (31 adrenergico. En cambio, los autoanticuer-
pos anti-P de los pacientes con lupus eritematoso
sistemico carecieron de efecto cronotropico.

El efecto cronotropico positivo de los anticuerpos
anti-P chagasicos y antirreceptor (31 adrenergico fue
antagonizado casi por completo por preincubacion
con los peptidos R13, POP y H26R que, por su parte,
no modificaron la frecuencia de latidos de los car-
diomiocitos.

Para demostrar que el complejo anticuerpo-
peptido carecia de efectos toxicos sobre los cardio-
miocitos, estos fueron expuestos a la action del
agonista (3 adrenergico isoproterenol, que produjo su
efecto cronotropico habitual (ISO en la Figura 6).

DISCUSION
Los pacientes con cardiomiopatia cronica chagasi-

ca manifiesta presentan una intensa respuesta humo-

SLE

R13
5

' sop

Fig. 6. Efecto cronotropico de anticuer-
pos iiununopurificados anti-R13 y anti-
H26R de sueros chagasicos (cChCD) y
lupicos (SLE). La especificidad del efec-
to observado fue evaluada por su inhi-
bicion con el bloqueante P1 especifico
bisoprolol (bisop) y los peptidos R13 POP
y H26R. Los cardiomiocitos fueron esti-
mulados, a continuation, con el agonista
(3 adrenergico isoproterenol (isop). Las
barras representan el promedio ± el des-
vio estandar del aumento de la frecuen-
cia (latidos/min). *: Los anticuerpos cha-
gasicos produjeron una intensa estimu-
lacion cronotropica que fue antagoniza-
da total o parcialmente por los inhibi-
dores (p < 0,01). Ac: anticuerpos inmu-
nopurificados en columnas de afinidad
R13 o H26R.

ral contra el extremo C-terminal de las proteinas ribo-
somales P de bajo peso molecular del Trypanosoma
cruzi. (7,8) Estas secuencias de aminoacidos son con-
servadas en la escala evolutiva y presentan un 90% de
homologia con las regions C-terminales de las pro-
teinas rib osomales P humanas, que son el blanco de
los autoanticuerpos anti-P presentes en el suero de los
pacientes con lupus eritematoso sistemico. (16) Como
la reactividad de los autoanticuerpos anti-P y los anti-
cuerpos dirigidos contra las proteinas P del parasito
de los pacientes con cardiomiopatia cronica chagasica
es similar, (7, 8, 28) varios autores concluyeron que los
mecanismos que generan la respuesta autoinmune
anti-P en el lupus eritematoso sistemico tambien ope-
ran en la induction de la respuesta anti-P en la enfer-
medad de Chagas y podrian contribuir a la patogenia
de la cardiomiopatia. (27,28)

Nuestros resultados demuestran que la infection
cronica por Trypanosoma cruzi no induce la respuesta
autoinmune anti-P que caracteriza a los pacientes con
lupus eritematoso sistemico. En efecto, mientras los
autoanticuerpos anti-P lupicos reaccionan en la mis-
ma medida con las proteinas humanas y del Trypa-
nosoma cruzi (Figura 1A), los anticuerpos anti-P de
los pacientes con cardiomiopatia cronica chagasica
tienen una preferencia muy marcada por las protei-
nas parasitarias y reaccionan en forma debil con las
proteinas P humanas (Figura 1A). La union de estos
anticuerpos a los peptidos R13 y H13 y sus fragmen-
tos mas cortos, R11 y H11, conservo el mismo patron
(Figura 1B), lo que indica que el mayor determinan-
te antigenico y el epitope crosreactivo de las protei-
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nas ribosomales P de bajo peso molecular en la en-
fermedad de Chagas esta ubicado en la secuencia de
los 13 aminoacidos del extremo C-terminal. (8, 19)

El analisis de la union de los anticuerpos anti-P
chagasicos al peptido R13 muestra que el tercer re-
siduo glutamico (Glu) es de importancia capital para
su reconocimiento. El reemplazo de este aminoacido
por serina genera el extremo C-terminal de la pro-
teina ribosomal P humana (peptido H13), cambio
que disminuye en forma ostensible la afinidad de
los anticuerpos anti-P chagasicos por el peptido. Sin
embargo, el reconocimiento del Glu-3 por los anti-
cuerpos fue influenciado por los cinco residuos C-
terminales de R13. El octapeptido EEEDDDMG, que
corresponde a los 8 residuos N terminales del pepti-
do R13, inhibio solo en forma parcial, y en igual
medida que el peptido EESDDMG, la union de los
anticuerpos anti-P chagasicos al peptido R13 (Figu-
ra 2C). Como el agregado del peptido C7 al octa-
peptido no aumenta esta inhibicion, esos residuos
C-terminales ejercen su influencia en el contexto de
la secuencia completa R13, hecho que sugiere que el
epitope dentro del peptido R13 es discontinuo. Esta
interpretaci6n es reforzada por la observacion recien-
te que el acido aspartico 13 es, junto con el Glu-3,
indispensable para la union de los anticuerpos anti-
P chagasicos al peptido R13 (I. Ferrari, E. Mahler,
comunicacion personal).

Los experimentos con biosensor (datos semicuan-
titativos) mostraron que los anticuerpos anti-P de
los pacientes con cardiomiopatia cronica chagasica,
ademas de unirse a su blanco original (R13), recono-
cen, aunque con menor afinidad, al peptido H13 (Fi-
gura 4). Estos resultados concuerdan con el inmu-
noensayo enzimatico directo (Figuras 1 y 3) y con
los experimentos de inhibici6n (Figura 2, A y C). La
propiedad de los anticuerpos anti-P, de pacientes
chagasicos, de reaccionar con la porci6n acida del
peptido H13 es demostrada por las siguientes ob-
servaciones: 1) que la union al peptido H13 es
inhibida por el peptido IE y otros peptidos con seg-
mentos cortos de residuos acidos, como el H26R y el
POP; 2) que estos iltimos inhiben, en igual medida
que el peptido H13, la union de los anticuerpos al
peptido R13 (Figura 5).

La naturaleza poliani6nica de los anticuerpos anti-
P chagasicos sugiere que los mismos podrian ser res-
ponsables, al menos en parte, del efecto funcional
de la IgG de los pacientes con cardiomiopatia cha-
gasica cronica sobre los receptores cardiacos. Se ha
demostrado que los anticuerpos antirreceptores car-
diacos responsables de este efecto reconocen secuen-
cias polianionicas. (12) Concuerda con ello el hecho
de que los anticuerpos inmunopurificados anti-R13
y antirreceptor (31 adrenergico, provenientes de pa-
cientes con cardiomiopatia cronica chagasica, ejer-

cen un marcado efecto cronotropico positivo sobre
las celulas miocardicas. Esa accion es inhibida por
los peptidos R13, H26R y POP, lo cual confirma la
naturaleza crosreactiva de los anticuerpos anti-P y
antirreceptor (31 adrenergico (Figura 6). El concepto
de que la actividad funcional de los anticuerpos anti-
P chagasicos esta ligada al reconocimiento de las
secuencias poliani6nicas es confirmado por el hecho
de que los autoanticuerpos anti-P lupicos, extraidos
en las columnas de afinidad R13, carecieron de efec-
tos sobre las celulas miocardicas (Figuras 5 y 6), lo
cual puede ser explicado por la elevada afinidad de
estos anticuerpos por el heptapeptido C-terminal.

Es destacable que los anticuerpos anti-P chagasi-
cos desarrollaron su efecto funcional actuando solo
sobre el receptor (31 adrenergico. Dado que los sue-
ros chagasicos tambien poseen actividad antirrecep-
tor (32 adrenergico y anti-M2 muscarinico, estos re-
sultados sugieren que pueden existir otros antige-
nos parasitarios capaces de inducir otra variedad de
anticuerpos antirreceptores de la membrana celular
cardiaca.(12)

La reactividad anti-P es un rasgo distintivo de la
cardiomiopatia cronica chagasica. El peptido R13 no
es reconocido por los sueros de pacientes con palu-
dismo o leshmaniasis. (19, 29) Ademas, los anticuer-
pos anti-P no son detectados en los individuos in-
fectados por Trypanosoma brucei, (19) un parasito que
contiene proteinas ribosomales P con el mismo ex-
tremo C terminal que las del Trypanosoma cruzi, (9)
ni en los pacientes con infeccion chagasica aguda o
con las formas digestivas de la enfermedad. (14)

Los resultados descriptos en este trabajo indican
que en la cardiomiopatia cronica chagasica los
ribosomas del parasito estan expuestos al sistema
inmune en forma directa. Dado que en la enferme-
dad de Chagas cronica las lesiones inflamatorias se-
veras se observan solo en el coraz6n, (30) donde es-
tan asociadas con la presencia de antigens y acido
desoxirribonucleico del parasito, (3, 4) es muy pro-
bable que el reconocimiento de las proteinas riboso-
males P parasitarias ocurra en esos sitios. El hallaz-
go de niveles elevados de anticuerpos anti-R13 en
pacientes chagasicos con miocarditis activa concuer-
da con esa presuncion. (13, 14)

Nuestros resultados demuestran por primera vez
la relevancia biol6gica de la reactividad anti-P ge-
nerada durante la infeccion cronica por Trypanoso-
ma cruzi y que esa reactividad esta ligada con la pre-
sencia de un estimulo parasitario. Ademas, indican
que la actividad funcional (y eventual patogenici-
dad) sobre el tejido miocardico de los anticuerpos
generados contra los antfgenos intracelulares del
parasito resultan de su capacidad para reaccionar
en forma cruzada con proteinas de la membrana ce-
lular cardiaca.
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En estudios recientes se demostro que los anti-
cuerpos que reconocen receptores de la membrana
celular acoplados a la proteina G, particularmente
los receptores (31 adrenergicos, inducen una cardio-
miopatia dilatada en animales de experimentacion
y que la eliminacion de los mismos por inmunoad-
sorcion produce una mejoria ostensible de la hemo-
dinamia y los sintomas y previene las arritmias ven-
triculares graves en los pacientes con cardiomiopa-
tia dilatada idiopatica. Estas observaciones, junto con
la vinculacion estadistica entre anticuerpos anti-R13
y dano miocardico activo en pacientes con cardio-
miopatia chagasica manifiesta, sugieren que estos
anticuerpos pueden desempenar un papel de pri-
mera magnitud en la patogenia de muchas de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad y permi-
ten plantear nuevas estrategias terapeuticas dirigi-
das a impedir los efectos funcionales de los anticuer-
pos sobre el miocardio (bloqueo inmunologico, beta-
bloqueantes).

Por otra parte, la demostraci6n de que la genera-
ci6n de anticuerpos con actividad funcional sobre re-
ceptores de la membrana celular depende, en forma
primaria, de un estimulo antigenico proveniente de
una estructura citoplasmatica del Trypanosoma crnzi
obliga a replantear la utilizacion de quimioterapicos
tripanomicidas, eficientes y tolerados a largo plazo
para anular la produccion de esos anticuerpos.

SUMMARY

ANTIBODIES TO RIBOSOMAL P PROTEIN OF
TRYPANOSOMA CRUZI IN CHAGAS'
DISEASE POSSESS FUNCTIONAL
AUTORREACTIVITY WITH HEART TISSUE
AND DIFFER FROM ANTI P
AUTOANTIBODIES IN LUPUS

Anti-P antibodies present in sera from patients with
chronic Chagas heart disease recognize peptide R13,
EEEDDDMGFGLFD, which encompasses the C-
terminal region of the Trypanosoma cruzi riboso-
mal P1 and P2 proteins. This peptide shares homol-
ogy with the C-terminal region (peptide H13,
EESDDDMGFGLFD) of the human ribosomal P
proteins, which is in turn the target of anti-P au-
toantibodies in systemic lupus erythematosus and
with the acidic epitope, AESDE, of the second
extracelular loop of the (31-adrenergic receptor. Anti-
P antibodies from chagasic patients showed a mar-
ked preference for recombinant parasite ribosomal
P proteins and peptides, and parasite ribosomal P
proteins and peptides to the same extend. A semi-
quantitative estimation of the binding of chronic
Chagas heart disease anti-P antibodies to R13 and
H13 using biosensor technology indicated that the

average affinity constant was about 5 times higher
for R13 than for H13. Competitive enzyme immu-
noassays demonstrated that chronic Chagas heart
disease anti-P antibodies bind to the acidic portions
of peptide H13, as well as to peptide H26R, encom-
passing the second extracelular loop of the (31 adre-
noreceptor. Anti-P antibodies isolated from chronic
Chagas heart disease patients exert a positive chro-
notropic effect in vitro on cardiomyocytes from neo-
natal rats, which resembles closely that of anti-(31
receptor antibodies isolated from the same patient.
In contrast, systemic lupus erythematosus anti-P
autoantibodies have no functional effect. Our re-
sults suggest that the adrenergic stimulating activ-
ity of anti-P antibodies may be implicated in the
induction of functional myocardial impairments
observed in chronic Chagas heart disease.

Key words Chronic Chagas' Heart Disease -
Ill adrenergic receptors - Ribosomal P proteins -

Antibodies / Autoantibodies
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